




















assay  showed  a good  linearity  (R2 >  0.999), good  reproducibility,  intra‐  and  inter‐day precision 
(<15%), acceptable recovery and accuracy (80–120%), and low detection (4.972 μM and 1.997 μM) 
and  quantitation  limit  values  (15.068  μM  and  6.052  μM),  for  chlorzoxazone  and  6‐
hydroxychlorzoxazone, respectively. Salicylic acid acts as a mixed inhibitor (competitive and non‐
competitive  inhibition), with  Ki  (inhibition  constant)  =  83.56  ±  2.730  μM  and  concentration  of 
inhibitor causing 50% inhibition of original enzyme activity (IC50) exceeding 100 μM (IC50 = 167.12 ± 




















quantification of  the  side  effects of a prospective drug and a good knowledge of  the pathogenic 
pathways involved during the interaction [5]. Nowadays, adverse drug reactions seem to be the main 
obstacle in clinical trials, slowing down the recovery of patients in hospitals [5].   





understanding  in  both  drug metabolism  and  drug  interaction  has  resulted  from  allotting  P450 
enzymes based on their amino acid chain [7]. Many drugs have been withdrawn from U.S. market, 













such  as  anti‐inflammatory,  antioxidant,  and  vasodilator  effects  [9].  It  has  been  reported  by 
Danchineni (2017) that salicylic acid potentially targets tumour cells by downregulating the function 
of cyclin A2, B1, D3, and cyclin‐dependent kinases (CDKs 1,2,4, and 6) to exert a chemopreventive 










the CYP2E1  isoform  in male rat  liver microsomes. In this systematic study, the  in vitro  inhibitory 
effect of salicylic acid on CYP2E1 enzyme activity was evaluated to determine the potency of salicylic 
acid  in  affecting  CYP  mediated  phase  1  metabolism  in  male  rat  microsomes,  employing 






UV‐VIS  spectrophotometry  analysis  for  CYP2E1  assay  was  carried  out  by  dissolving 
chlorzoxazone (200 μM), phenacetin (50 μM), salicylic acid (100 μM), and 6‐hydroxychlorzoxazone 
(50 μM) powder in pure acetonitrile (wavelength cut‐off is 210 nm) [11]. 












Specificity was  achieved  by  choosing  the  right mobile  phase  composition  (60% H2O,  25% 
acetonitrile, and 15% methanol). It results  in a good separation of the salicylic acid peak from the 
CYP2E1 metabolite (6‐hydroxychlorzoxazone) peak at T = 25 °C using C18 (SUPELCO 25 cm × 4.6 
mm, 5 μm), at a 0.7 mL/min  flow  rate and wavelength of λ = 282 nm.  In order  to determine  the 
retention time of each compound  in the CYP2E1 assay, each compound was run separately using 
phenacetin as an internal standard on the HPLC instrument using isocratic elution programming.   
Figure  3  shows  the  chromatogram of  the  response peaks of  four  compounds  (salicylic  acid, 
chlorzoxazone, 6‐hydroxychlorzoxazone, and phenacetin) in the conditions mentioned above. 
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Figure  3.  Typical  HPLC  chromatogram  of  CYP2E1  components  with  standard  rat  microsomal 
medium  (40 min  incubation  of  chlorzoxazone)  at  282  nm wavelength  detection with  a  200‐μM 









Table  1  and  show  good  linearities  for  both  chlorzoxazone  and  6‐hydroxychlorzoxazone, with  r2 
values of 0.9997 and 0.9994, respectively. The linear regression coefficient was within the acceptable 
fit (r2 > 0.99) according to the International Conference On Harmonization (ICH) guidelines. The % 








The  results,  presented  in  Table  2,  demonstrate  that  both  chlorzoxazone  and  6‐












(200, 100, 25 μM, or high, medium,  low,  respectively)  three  times  in a single batch  (n = 3). Mean 
activity was calculated from the following calibration curve linear equation: y = 0.0544 x + 0.0626 (r2 
= 0.9997). The outcomes, summarized in Table 3, demonstrate that the relative standard deviation or 











Low activity standard (C = 25 μM)  36.424  1.014  2.785 
Medium activity standard (C = 100 
μM)  106.421  0.727  0.684 





in a single batch  (n = 3). Mean activity was calculated  from  the  following calibration curve  linear 
equation: y = 0.0164 x − 0.0021 (r2 = 0.9994). The outcomes, summarized in Table 4, illustrate that the 













Low activity standard (C = 10 μM)  10.114  0.038  0.385 
Moderate activity standard (C = 40 
μM)  41.058  0.291  0.709 
High activity standard (C = 80 μM)  81.299  0.101  0.125 
% RSD: Percentage of relative standard deviation. 
2.3.4.3. Inter‐Assay Variation of Chlorzoxazone 
Inter‐assay  variation  was  determined  by  measuring  chlorzoxazone  standards  of  three 
concentrations levels (200, 100, 25 μM, or high, medium, low, respectively) for three consecutive days, 




was  <10%  for  chlorzoxazone.  The  experiment  revealed  that  there  is  no  large  variation  between 
aliquots of the same batch sample in the inter‐assay experiment. 
   


















































































1  1.329  80.498  0.783  0.973 















Analytical Parameters  Nominal Level (Actual Concentration of Chlorzoxazone (μM))   25  100  200 
Calculated concentration (μM) 
0 h  26.635  99.418  197.857 
24 h  24.359  96.815  195.943 
48 h  26.942  96.025  190.029 
72 h  23.433  97.834  195.523 
% Recoverya 
24 h  91.456  97.382  99.033 
48 h  101.151  96.586  96.044 
72 h  88.246  98.407  98.821 
Accuracyb (%) 
0 h  93.459  100.582  101.072 
24 h  102.562  103.185  102.029 
48 h  92.232  103.975  104.985 


























  10  40  80 
Calculated concentration 
(μM) 
0 h  9.537  40.431  81.391 
24 h  8.848  38.719  77.154 
48 h  9.039  41.731  80.298 
72 h  10.580  42.359  83.591 
% Recoverya 
24 h  92.774  95.767  94.794 
48 h  94.782  103.217  98.657 
72 h  110.099  104.772  102.702 
Accuracyb (%) 
0 h  104.631  98.923  98.261 
24 h  111.522  103.202  103.558 
48 h  109.608  95.672  99.627 
72 h  94.200  94.100  95.512 
a %  recovery  =  (concentration  of  6‐hydroxychlorzoxazone  at  24  h)/  standard  concentration  of  6‐






the  r2  met  within  ICH  guidelines.  Percentage  recovery  values  for  6‐hydroxychlorzoxazone  at 
concentrations 10, 40, and 80 μM were found to be within acceptable criteria (80–120%) according to 
ICH  guidelines.  Thus,  the  results  shows  high  and  acceptable  accuracy  (80–120%)  for  6‐
hydroxychlorzoxazone concentrations of 10, 40, and 80 µM, because the recovery was high (within 
acceptable range with ICH guidelines) compared with the standard known concentration. The results 





mM  nicotinamide  adenine  dinucleotide  phosphate  hydrogen  (NADPH),  5.0  mM  glucose‐6‐
phosphate  (G6P),  1.7  units/mL  glucose‐6‐phosphate  dehydrogenase  (G6PDH),  1.0  mM 
ethylenediamine  tetraacetic  acid  (EDTA),  and  3.0 mM of magnesium  chloride. The  reaction was 
terminated at different sets of time. The incubation time was 40 min. The inhibitory effect of salicylic 
acid on CYP2E1 enzyme activity is shown in Figure 4 and 5 below. 

























































































0.186  0.0053 ± 0.359  0.0087 ± 0.218  0.0082 ± 0.002 
Km: Michaelis constant.   Vmax: Maximum rate of the reaction. Clint: Hepatic intrinsic clearance. 
Studying CYP enzyme inhibition is considered as an important route in evaluating drug–drug 











paracetamol,  and many  other  anaesthetics  actively  [15].  Therefore,  the  CYP2E1  enzyme  can  be 
included only in the metabolism of lower molecular weight drugs such as styrene, vinyl chloride, 
and benzene  that  are  involved  in  the  synthesis of many households  cleaning products  [16]. The 






CYP2E1 enzyme  in  the human body  [18].  In addition, nervous system agents, such as  isoflurane, 
ethanol, aflatoxin B1, balothane, and chlorzoxazone, can be preferably metabolised by the CYP2E1 
enzyme [1]. 
Recent  studies  have  suggested  that  the  sensitivity  of  the  CYP2E1  enzyme  activity  can  be 
















































Validations were  conducted  using HPLC  system LC‐2010A HT Module  (Shimadzu, Tokyo, 
Japan).  Chromatographic  experiments  were  evaluated  in  a  low‐pressure  isocratic  system.  The 
separations  of  the  four  target  components  (salicylic  acid  as  a  tested  inhibitor,  phenacetin  as  an 








CYP2E1  activity  was  assessed  using  chlorzoxazone  (substrate)  via  the  formation  of  6‐
hydroxychlorzoxazone  (the  metabolite  for  the  CYP2E1  enzyme).  Oxidative  metabolism  of 
chlorzoxazone  was  evaluated  using  a  NADPH‐regenerating  system  consisting  of:  1.0  mM 
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nicotinamide  adenine  dinucleotide  phosphate  hydrogen  (NADPH),  5  mM  glucose‐6‐phosphate 
(G6P),  1.7  units/mL  glucose‐6‐phosphate  dehydrogenase  (G6PDH),  1.0  mM  ethylenediamine 
tetraacetic acid (EDTA), and 3.0 mM magnesium chloride. A 500‐μL incubation volume containing 
NADPH‐regenerating system and a final concentration of 0.067 M potassium phosphate buffer at pH 
= 7.4 was  incubated  in  triplicate. The  incubation mixture  consisted of 0.5 mg/mL of pooled  liver 
microsomes with  a  serial  range  of  chlorzoxazone  concentrations  (25,  50,  100,  150,  and  200  μM, 
dissolved in mobile phase) and a serial range of salicylic acid concentrations (0, 10, 25, 40, and 60 μM, 
dissolved in mobile phase). Pre‐incubation of all components was done for 10 min in a water bath at 
T  = 37  °C before  the addition of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  (NADP+)  into  the 




were  centrifuged  in  a  microcentrifuge  (13,000×  g)  for  12  min  to  precipitate  protein.  Then  the 



















methanol).  A  serial  dilution  of  chlorzoxazone  stock  solution  was  made,  yielding  to  final 
concentrations of 300, 200, 150, 100, 50, and 25 μM. Phenacetin powder (0.9 mg) was weighed and 




Standard/calibration  curves  consisted  of different  concentration  ranges  of  chlorzoxazone,  6‐
hydroxychlorzoxane,  and  a  fixed  concentration  of  phenacetin  (50  μM)  as  an  internal  standard. 
Validation parameters (Range, LOD, LOQ, % error, recovery, and accuracy) were calculated using 
Microsoft Excel 2010 software. All results are presented as mean ± S.D. 
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Formation  of  the  6‐hydroxychlorzoxazone  metabolite  of  the  tested  CYP2E1  substrate 
(chlorzoxazone) was measured for CYP inhibition analysis. Microsoft Excel 2010 software was used 
for determination of  area peak  ratios of both metabolite  and  internal  standard. Pharmacokinetic 
parameters  (Vm, Km, Clint (hepatic  intrinsic clearance), Ki) were determined by nonlinear regression 














The  in  vitro  data  provided  allow  us  to  understand  the  drug  interactions  with  salicylic  acid. 
Nevertheless,  our  findings  indicated  that  salicylic  acid  potentially  acts  as  a  mixed  inhibitor 
(competitive and non‐competitive inhibitor) for CYP2E1 enzyme activity in rat liver microsomes. This 
finding provides useful data  for  the efficacy and  the safe use of salicylic acid  in clinical practice. 
However, the extent to which our obtained data can be related to human CYP isoforms is unknown. 




















25%  of Acetonitrile  +  15%  of Methanol)  compared  to  (50% H2O+  25%  of Acetonitrile  +  25%  of 
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Robustness  studies were performed by changing  the column Temperature, and evaluate  the 
variation in retention time and area peak of each component for CYP2E1 assay. Tables A5 and A6 
shows the effect of temperature on both retention time and area peak of each compound. 





































































Table A6  shows  the variation of area peak,  retention  time of CYP2E1  compounds when  the 
column Temperature increased from 25 °C to 35 °C. 
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